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We investigated whether the Erysipelothrix rhusiopathiae NVAL 82-875 strain, isolated from pig with arthritis

erysipelas in Japan, as a serovar 2 challenge exposure strain would be useful for an efficacy evaluation of erysipelas

vaccines. The NVAL 82-875 strain showed the same biochemical characteristics as the E. rhusiopathiae type strain

ATCC19414T. In addition, the NVAL 82-875 strain was highly virulent in mice and caused general clinical

symptoms in pigs such as fever up to 42 ℃ , generalized urticarial lesions, depression, and anorexia. We confirmed

that this strain had stable biochemical properties and virulence in mice even after the tenth passage. From these

results, we consider that the NVAL 82-875 strain is useful as a serovar 2 challenge strain in the efficacy evaluation

of erysipelas vaccines.

国内の関節炎由来豚丹毒菌NVAL 82-875株について、豚丹毒ワクチンの有効性評価に用い

る攻撃用血清型２型豚丹毒菌株としての有用性を検討した。本菌は、Erysipelothrix rhusiopathiae

菌種基準株と共通した生化学的性状を有していた。マウスに対して強い病原性を示し、豚

に対しては42℃前後の発熱及び全身性発疹等の臨床症状を呈し、臓器からは血清型２型豚

丹毒菌が分離された。10代継代株においても安定した生化学的性状及びマウス病原性が確

認され、NVAL 82-875株は豚丹毒ワクチンの有効性評価における攻撃用血清型２型豚丹毒菌
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株として有用であると考えられた。

豚丹毒は、豚丹毒菌 Erysipelothrix rhusiopathiae

の感染により起こる急性敗血症、亜急性の

蕁麻疹、慢性型の心内膜炎及び関節炎を呈

する豚の疾病で (Woodら 2006)、家畜伝染病

予防法に基づく届出伝染病である。本菌は、

各 種 動 物 に 感 染 す る (柴 谷 ら 1981； 高 木 ら

1987；Takahashiら 1993) と と も に 、 人 獣 共 通

感染症の原因菌の一つとしても知られてい

る （Woodら 2006）。2001～2007年 に お け る 厚

生労働省食肉検査等情報還元調査では、豚

丹毒はと畜場における疾病別と殺禁止及び

全廃棄処分頭数の7.9～9.2％ を占めている。

本 病 の 予 防 に は 、1974年 以 降 豚 丹 毒 生 ワ

クチンが広く用いられている。しかし、豚

丹毒生ワクチンは、移行抗体や抗菌性物質

投 与 の 影 響 を 受 け や す く 、 ま た 、SPF豚 で

は発熱及び注射局所の発疹の転移などの、

過剰な注射反応を引き起こす場合がある。

このような背景から、上述の影響を受けな

い 不 活 化 ワ ク チ ン が1997年 に 市 販 さ れ 、 そ

の接種率も増加傾向にある（高橋ら 2006)。

現在、全菌体及びコンポーネント豚丹毒不

活化ワクチンが市販されており、これら不

活化ワクチンは製造販売業者毎に異なる血

清型２型株で製造されている。

豚丹毒ワクチンの有効性は、適用対象動

物である豚を免疫後、病原性豚丹毒菌株を

用 い て 攻 撃 す る 感 染 防 御 試 験 で 評 価 さ れ

る。感染防御試験では、国内における病豚

由来株における血清型分布 (Takahashiら 1996

；Imadaら 2004；宮尾ら2006) に 基 づ き 、 血 清

型1a型 及 び ２型 株 が攻 撃 株 とし て 用 いら れ

て い る (Woodら 1981；Kitajimaら 1998；Groschup

ら 1991) 。 血 清 型1a型 攻 撃 株 と し て 、 マ ウ

ス及び豚に対して強い病原性を示す急性敗

血症由来の豚丹毒菌藤沢株が、共通して用

いられている(Sawada & Takahashi 1987；Kitajim

ら 1998；Imadaら 1999；To & Nagai 2007) 。一

方、血清型２型株ではマウスに対し強い病

原性を示す株であっても、豚に対する病原

性が株間で異なるため (高橋ら 2007)、研究

機関により異なる血清型２型攻撃株が用い

られており(Sawada & Takahashi 1987；Kitajimaら

1998；Imadaら 1999；Eamensら 2006) 、 マ ウ ス

及び豚に対して一定の病原性を示す攻撃株

は確立されていない。

そこで、国内の関節炎由来株から作製し

た血清型２型豚丹毒菌NVAL 82-875株 につい

て、ワクチンの有効性評価に用いる攻撃用

血清型２型豚丹毒菌株としての有用性を検

討するために、生化学的性状、病原性及び

培地継代による安定性を調べた。

供 試 菌 株 ：NVAL82-875株 の 元 株 で あ る

82-875株 は 、1982年 に 東 京 都 芝 浦 食 肉 衛 生

検査所において、出荷豚の関節病変から分

離された株で、当所に分与された後、凍結

乾燥して４℃に保存されていた。この保存

株 を0.1%ツ イ ー ン80加 ト リ プ ト ー ス ホ ス フ

ェイトブロス（TPB-T；Difco, pH7.6)に1.5％ 寒

天を加えた平板培地（TPA-T；Difco, pH7.6) で

37℃48時 間 培 養 し 、 発 育 し た 単 一 コ ロ ニ ー

をTPB-T に 接種して37℃24時 間培養した。こ

の 培 養 菌 液 を20%ス キ ム ミ ル ク (Difco)と 等

量 混 合 後 凍 結 乾 燥 し た も の を 「 豚 丹 毒 菌

NVAL 82-875株 」 と し て ４ ℃ で 保 存 し 、 以

下の試験を実施した。

生化学的性状及び血清型別：生化学的性
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状 に つ い て はTable１に 示 す 試 験 を 行 っ た

(Takahashiら 1987、1990) 。 血 清 型 別 は 、 既 報

(Takahashiら1984、 高 橋 ら2000) に 準 じ て 、 菌

体 加 熱 抽 出 抗 原 、1a、1b及 び ２ ～26型 の 各

血清型に対する抗血清を用いた寒天ゲル内

沈降反応により実施した。NVAL 82-875株 は

Table１に 示 す と お り 、E. rhusiopathiae菌 種 基

準 株 で あ るATCC19414T株 と 同 一 の 性 状 を 有

していた。すなわち豚丹毒菌に特徴的な性

状であるグラム陽性、Triple sugar iron (TSI)

寒 天 半 斜 面 培 地(Difco) に お け る 硫 化 水 素

産生性陽性及びガス非産生性、グルコース

及びラクトース分解能陽性、ゼラチン培地

に お け る ブ ラ シ 状 発 育 陽 性 及 び 液 状 化 陰

性、オキシダーゼ活性陰性、カタラーゼ活

性陰性、クエン酸ナトリウム加家兎プラズ

マ凝固能陽性を示した。血清型別において

は，血清型２型の抗血清とのみ沈降反応が

認められた。

DNA抽出及びPCR： 培 養 菌 液 か ら のDNA抽

出 は 、DNAエ キ ス ト ラ ク タ ー(R)WBキ ッ ト

（和光純薬工業 (株 )）を用いて使用説明書

に 従 い 実 施 し た 。Makinoら(1994)による

Erysipelothrix属特異的PCR及びTakeshiら(1999)によ

るE. rhusiopathiae菌 種 特 異 的PCRを 行 い 、 得

ら れ たPCR産 物 は １％アガロースゲル(タカラバ

イオ(株))で電気泳動を行った。Erysipelothrix属特

異的PCR及びE. rhusiopathiae菌種特異的PCR では、

目的とする407bp及び399bpの増幅産物がそれぞれ認

められた。

マ ウ ス に 対 す る 病 原 性 ：Takahashiら の 方

法 (1987)に 準 じ 、TPB-T培 養 菌 液 を ハートイ

ンフュージョンブロス (Difco) を 用 い て10倍 階

段希釈し、その各希釈菌液を１群５匹の４

週齢雌ddYマ ウス（日本エスエルシー(株 )）

の鼠径部皮下に0.1mlず つ接種し、２週間そ

の 生 死 を 観 察 し て50%致 死 量 (LD
50
) をKärber

の 方 法 (1931)に よ り 算 出 し た 。 接 種 菌 の 生

菌 数 の 測 定 は 、 寒 天 濃 度0.75%のTPA-Tを 用

い て37℃24時 間 混 釈 培 養 し 、 出 現 し た コ ロ

ニー数より算出した。Table 1に 示すとおり、

NVAL 82-875株 のLD
50
は100.15CFU/マ ウスとマウ

スに対し強い病原性を示した。

豚に対する病原性：供試豚は、生菌発育

凝 集 (GA)抗 体 測 定 法 (Sawadaら 1979) を 用 い

て 、 豚 丹毒 に 対 する 抗 体 陰性 (GA抗 体価 ：

４ 倍 以 下 )で あ る こ と を 確 認 し た 約 ４ か 月

齢の去勢雄豚３頭（埼玉県皆野町検定豚組

合）を用いた。２頭の腹側皮内にNVAL 82-875

株 の 培 養 菌 液0.1ml（約108CFU)を 接 種 し 、 試

験 群 と し た 。 残 り の 1 頭 は 陽 性 対 照 と し

て、E. rhusiopathiae菌種基準株であるATCC19414T

株（血清型２型）を同様に接種し、別豚房

で飼育した。接種菌の生菌数は上述の方法

で 測定し た。接種 後14日 間、直腸体温の測

定、元気、食欲等の一般症状を観察すると

ともに、接種局所及び全身の皮膚における

発疹発現の有無を調べ、発疹が認められた

場 合 に は そ の 大 き さ (長径cm×短径cm) を 測

定した。観察最終日に採血後、放血により

安楽死させて剖検し、心臓、肺、肝臓、腎

臓、脾臓、腸骨下リンパ節、扁桃及び関節

液 を 約 １g ず つ 無 菌 的 に 採 材 し た 。 採 材 し

た臓器は細切して25μg/mlゲ ンタマイシン・

250μg/mlカ ナ マ イ シ ン 添 加TPB-Tで37℃24～48

時間培養した。増殖が認められた場合は、

上 述 のPCR法 及 び 血 清 型 別 法 に よ り 分 離 菌

の菌種及び血清型を確認した。得られた各

血 清 に つ い て は 、GA抗 体 価 を 測 定 し た 。
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な お 、 今 回 の 動 物 試 験 は 、「 農林 水 産 省 の

所管する研究機関等に対する動物実験等の

実 施 に 関 す る 基 本 方 針 」（ 平 成18年 ６ 月 １

日付け18農 会第307号 農林水産省技術会議事

務局長通知）に基づき、動物医薬品検査所

で規定されている「動物実験倫理規定」に

準拠して実施した。試験群２頭は接種後３

日 目 に 全 身 発 疹 を 呈 し 、41.9及び42.0℃ の 発

熱、元気消失、食欲廃絶、起立困難等の全

身症状(Table 2, Fig. 1)を示した。その後、

臨床症状は軽減化し、接種後７日目には体

温、元気、食欲等も接種前と同じレベルま

で回復した(Fig. 2)。一方、陽性対照豚は、

接種後３日目に接種部位における淡赤色の

発 疹 (6.7cm×5.0cm) 及 び 軽 度 の 体 温 上 昇

（40.4℃ )を示したが、全身症状は認められ

なかった(Table 2, Fig. 2)。接種後２週目のGA

抗 体 価 は 、 試 験 群 で は1024倍 及 び2048倍 、

陽 性 対 照 で は512倍 で あ っ た 。 剖 検 所 見 で

は、試験群、陽性対照ともに異常は認めら

れなかったが、諸臓器からの菌分離におい

て、NVAL 82-875株 を接種した試験群の１頭

で関節液及び扁桃から、他の１頭で脾臓か

ら菌が分離された。分離菌は、血清型２型

の E. rhusiopathiae で あった。ATCC19414T
株 を

接種した陽性対照豚では、いずれの臓器か

らも菌は分離されなかった。

培 養 継 代 に よ る 菌 株 性 状 の 安 定 性 ：

NVAL 82-875株 をTPA-Tに 接 種 し37℃24～48時

間培養し、更に同様の方法で培養を繰り返

し 、 合 計10代 ま で 継 代 し た 。 得 ら れ た10代

継代株について、上述の方法で生化学性状、

血清型別及びマウスに対する病原性を調べ

た 。その結 果、10代 継代 株は初代株と同等

の性状を示した(Table １)。

今回検討した豚丹毒菌NVAL 82-875株 は、

E. rhusiopathiae菌 種基準株（血清型２型）と

同一の生化学的性状を有し、マウスと豚に

対 す る 病 原 性 が 強 い 株 で あ っ た 。NVAL

82-875株 の 元 株 で あ る82-875株 を 用 い たImada

ら（1999） に よ る 豚 で の 感 染 試 験 に お い て

も、全身症状及び臓器からの菌分離が認め

ら れ て い る 。 ま たTPA-Tで の 連 続 継 代 （10

代）によっても、性状が安定していること

が示唆された。これらの結果より、国内の

関節炎由来豚丹毒菌NVAL 82-875株 は、豚丹

毒ワクチンの有効性評価に用いる血清型２

型攻撃株として有用であると考えられた。

現在、新規ワクチンを開発する際に用い

られる血清型２型攻撃株は統一されていな

い。近年研究されている豚丹毒菌の感染防

御 抗 原 等 (Imadaら1999；Shimojiら 1999；Shimoji

ら 2003)の 、 新 た な 抗 原 を 成 分 と す る ワ ク

チンや、他の病原微生物との混合ワクチン

の開発も予想されることから、今後のワク

チン評価において同一の攻撃株を用いるこ

とにより、既存の製剤との同等性評価等が

容易となり、製造販売業者におけるワクチ

ン開発段階における免疫原性及び有効性評

価の効率化にもつながるものと思われる。

なお、当該菌株についての一連の性状解

析 に 基 づ き 、「 動物 医 薬 品 検 査 所 標 準 製 剤

等配布規定」の一部改正（別表（第２条関

係）への豚丹毒菌NVAL 82-875株 の収載）を

行 っ た （ 平 成22年 ４ 月22日 農 林 水 産 省 告 示

第650号）。
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